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(54) Title: MULTIPLE-CONTAINER SYSTEMS WITH IMPROVED SENSITIVITY FOR OPTICAL ANALYSES 
(54) Bezeichnung: MEHRGEFASSANORDNUNGEN MIT VERBESSERTER EMPFINDLICHKEIT FtfR DIE OPTISCHE ANALYTIK 
(57) Abstract 

The invention relates to multiple-container systems and to the 
use of same for optical assays. The invention relates in particular to a 
multiple-container system comprising a container wall matrix (1) with 
continuous cavities and one or more optically transparent base plates 
(2) joined to the container wall matrix.aid system is characterized in 
that the base plates are coated with a film (3) having functional groups 
suitable for the covalent immobilization of molecules. The film on 
the base plate is preferably a Langmuir-Blodgett film, and preferably a 
Langmuir-Blodgett film on cellulose basis. The invention further relates 
to multiple-container systems comprising a container wall matrix with 
continuous cavities and one or more optically transparent base plates 
joined to the container wall matrix. Said systems are characterized in 
that the base plates are coated with a film derivatized with receptor 
molecules or molecules presenting low non-specific protein adsorption. 

(57) Zusammenfassung 




Die Erfindung betrifft MehrgefaBanordnungen sowie die Ver- 
wendung dieser MehrgefaBanordnungen fur optische Assays. Ins- 
besondere stellt die Erfindung eine MehrgcfHBanordnung bereit, um- 
fassend eine GefaBwandmatrix (1) mit durchgehenden Vertiefungen 
und eine oder mehrere daran angebrachte optisch transparente Bo- 
denplatte(n) (2), dadurch gekennzeichnet, daB die Bodenplatte(n) mit 
cinem Film (3) mit zur kovalenten Immobilisierung von Molekiilen 
geeigneten funktionellen Gruppen beschichtet ist (sind). Der Film auf 
der Bodenplatte ist vorzugsweise ein Langmuir-Blodgett-Film, beson- 

ders bevorzugt ein Langmuir-Blodgett-Film auf Cellulose-Basis. Weiterhin stellt die Erfindung MehrgefaBanordnungen bereit, umfassend 
eine GefaBwandmatrix mit durchgehenden Vertiefungen und eine oder mehrere daran angebrachte optisch transparente Bodenplatte(n), die 
dadurch gekennzeichnet sind, daB die Bodenplatte(n) mit einem Film beschichtet ist (sind), der mit Rezeptormolekiilen oder Molekiilen 
derivatisiert ist, die eine geringe unspezifische Proteinadsorption aufweisen. 
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Mehrge f afianordnungen mit verbesserter Empf indlichkeit 
fur die optische Analytik 

Die Erfindung betrifft Mehrgefafianordnungen sowie die 
Verwendung dieser Mehrgef aSanordnungen . 

Mehrgef aSanordnungen wie z.B. Mikroti terplatten sind zu einem 
Standard in der biochemischen Analytik geworden, da sie 
insbesondere den Vorteil aufweisen, eine Vielzahl von 
Analysen oder Assays parallel und automatisiert zu 
ermoglichen. Solche Assays schliefcen beispielsweise ELISA- 
Tests (Enzyme -linked Immunosorbant Assays) , die Bestimmung 
der Konzentration von Chemikalien, Proteinen und DNA, die 
Bestimmung der a-, 0- und/oder y-Strahlung bei 
Szintillationsmessungen, Fluoreszenz- , Phosphoreszenz- oder 
Lumine s z enzme s sungen etc. ein. Weiterhin haben sich 
Mehrgef afianordnungen auch fur die automatisierte Analyse an 
Zellkulturen als vorteilhaft erwiesen. Im Regelfall erfolgt 
die Analyse derart , dafi die Proben in den 
Mehrgef afianordnungen mit Licht aus dem UV/VIS- 
Wellenlangenbereich bestrahlt werden und die Absorption bzw. 
Emission der Proben durch geeignete Detektoren bestimmt wird. 
Die Empf indlichkeit dieser Messungen war jedoch aufgrund der 
optischen Eigenschaf ten der fur die Herstellung der 
Mehrgef aSanordnungen verwendeten Kunststoffe, i.d.R. 
Polystyrol, beschrankt. Daher sind in jungster Zeit 
Anstrengungen unternommen worden, die optischen Eigenschaf ten 
der Mehrgef afcanordnungen durch Wahl geeigneter Materialien 
bzw. durch Wahl geeigneter Geometrien der 
Mehrgef afianordnungen zu verbessern. . So offenbart die 
Europaische Patentanmeldung EP 0 797 088 Al 

Mehrgef afianordnungen mit Boden aus Kunststoff materialien, die 
eine besonders hohe UV-Durchlassigkeit aufweisen. Die 
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Empf indlichkeit solcher Mehrgef aSanordnungen ist jedoch nach 
wie vor fur eine Vielzahl von Assays, bei denen teilweise nur 
geringste Probenmengen bis hinunter zum Einzelmolekul zu 
analysieren sind, wie beispielsweise bei durch 
kombinatorische Chemie hergestellten Substanzbibliotheken, 
unzureichend . 

Es ist daher die erf indungsgernaSe Aufgabe, 

MehrgefaSanordnungen mit einer verbesserten Empf indlichkeit 
fur optische Analyseverf ahren bereitzustellen . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch eine 
Mehrgef afianordnung, umfassend eine Gefafiwandmatrix (1) mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine Oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) (2), dadurch 
gekennzeichnet, daS die Bodenplatte (n) mit einem Film (3) mit 
zur kovalenten Immobilisierung von Molekulen geeigneten 
funktionellen Gruppen beschichtet ist (sind) . 

Die Figuren 1 und 2 zeigen bevorzugte erf indungsgernaSe 
Mehrgef aSanordnungen . Figur l zeigt eine erf indungsgemaSe 
MehrgefaSanordnung, umfassend eine Gefafiwandmatrix (1) mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine daran angebrachte optisch 
transparente Bodenplatte (2), die mit dem Film (3) 
beschichtet ist. Figur 2 zeigt eine erf indungsgernaSe 
MehrgefaSanordnung, umfassend eine Gef aSwandmatrix (1) mit 
durchgehenden Vertiefungen und mehrere daran angebrachte 
optisch transparente Bodenplatten (2), die mit dem Film (3) 
beschichtet sind, wobei pro Vertiefung der Gef a&wandmatrix 
eine Bodenplatte vorliegt . 

Die erfindungsgemafien Mehrgef afianordnungen ermoglichen im 
Gegensatz zu den Mehrgef aSanordnungen des Standes der Technik 
eine unabhangige Kontrolle der Oberf lacheneigenschaf ten des 
Bodens der Mehrgef a&anordnung, durch den bzw. an dem die 
optische Analytik durchgefuhrt wird, und der Gefafiwand, die 
lediglich zur Aufbewahrung der Flussigkeit dient und fur die 
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Analyse in der Regel nicht wesentlich ist. Durch diese 
Kontrolle der Oberf lacheneigenschaf ten der Bodenoberf lache 
kann die Empf indlichkeit optischer Analyseverf ahren mit 
Mehrge f aSanordnungen uberraschend erhoht werden. 

Die erfindungsgemafie Mehrge fafcanordnung ist bezuglich der 
Anzahl der Vertiefungen nicht beschrankt und umfaSt 
insbesondere Mehrge faEanordnungen mit 24 (4*6), 48 (6*8) # 96 
(8*12), 384 (16*24), 864 (24*36) bzw. 1536 (32*48) 
Vertiefungen, ist jedoch nicht auf diese Konf igurationen 
beschrankt. Die Vorzuge der Erfindung werden jedoch mit 
zunehmender Anzahl an Vertiefungen deutlicher, da diese mit 
einem zunehmenden Oberf lachen-Volumen- Verhaltnis einhergeht, 
d.h. Oberf lachenef f ekte werden bei steigender Anzahl an 
Vertiefungen relevanter. Die Abmessungen der 
Mehrgef aSanordnungen orient ieren sich vorzugsweise an den 
Standards der "Society of Biomolecular Screening" (SBS) , d.h. 
die MehrgefaSanordnung ist vorzugsweise und unabhangig von 
der Anzahl der Vertiefungen 86 mm breit und 128 mm lang. 

Die erf indungsgemaS zu verwendende Gefafiwandmatrix (1) 
besteht vorzugsweise aus einem Kunststoff material , besonders 
bevorzugt aus einem solchen Kunststoff material , welches eine 
moglichst geringe unspezif ische Adsorption fur die zu 
analysierende Substanz, wie z.B.. DNA bzw. Proteine aufweist. 
Bevorzugte Materialien fur die Gef aEwandmatrix schliessen 
Polystyrol, Polycarbonat , Polyethylen und/oder Polypropylen 
ein. Weiterhin konnen als Gef aSwandmatrix Kunststoff e 
erf indungsgemaE verwendet werden, deren Oberf lachen mit 
Substanzen beschichtet sind, die einen Film auf dem 
GefaSwandmaterial bilden, der die Adsorption des Analyten an 
der Gef afcwandmatrix vermindert . Geeignete Substanzen 
diesbeziiglich schliessen insbesondere Rinderserumalbumin, 
f luorierte Kohlenwasserstof f e , Oligoethylenoxid-hal t ige 
Polymere wie beispielsweise Polymere der Substanzklasse 
Pluronics sowie Polysaccharide wie z.B. Cellulose- und 
Dextran-Derivate ein. Weiterhin enthalt der Kunststoff der 
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Gef afewandmatrix (1) vorteilhaf terweise eine optisch nicht 
transparente Substanz wie Titandioxid Oder Ru£, um so ein 
optisches Ubersprechen zwischen den einzelnen Vertiefungen zu 
verhindern. Die Seite der Gef afcwandmatrix (1) , die mit der 
bzw. den Bodenplatten (2) verbunden wird, isfc im Regelfall 
planar, insbesondere bei einer groSen Anzahl von 
Vertief ungen . Bei einer geringeren Anzahl von Vertief ungen 
und damit i.d.R. einer grofieren Flache einer jeden Vertief ung 
kann auch jede Vertief ung bzw. eine Gruppe von Vertief ungen, 
beispielsweise 4 oder 9 Vertief ungen, ' eine Aussparung in der 
GroSe der daran anzubringenden Bodenplatte aufweisen, d.h. in 
diesem Fall wird pro Vertief ung bzw. pro Gruppe von 
Vertief ungen eine Bodenplatte verwendet . Obwohl dies 
beziiglich der Herstellung nicht bevorzugt ist, kann eine 
solche erf indungsgemafie Mehrgef aSanordnung beziiglich einer 
weiteren Empf indlichkeitserhohung bevorzugt sein, da so ein 
optisches Ubersprechen zwischen den einzelnen Vertiefungen 
entlang des Boden verhindert werden kann. Die Vertiefungen 
der erf indungsgemafi verwendeten GefaSwandmatrix konnen rund, 
rechteckig oder quadratisch sein. Erf indungsgema£, bevorzugt 
sind runde Vertiefungen, da diese bei gleichem Volumen 
gegenuber den quadratischen Vertiefungen eine geringere 
Oberflache aufweisen und daher bei ansonsten gleichen 
Eigenschaf ten zu einer geringeren Adsorption des Analyten 
f iihren . 

Die erf indungsgemaS verwendbare, optisch transparente 
Bodenplatte (2) der Mehrgef aSanordnung weist 
vorteilhaf terweise in dem Wellenlangenbereich, bei der der 
Assay durchgefiihrt wird, eine besonders hohe Transmission 
auf . Fur eine Vielzahl von optischen Messungen ist 
insbesondere Quarzglas oder Borosilikatglas bevorzugt, jedoch 
konnen auch weitere Materialien wie z.B. das 4 -Methyl-penten- 
1-Polymer TPX® von Mitsui Petrochemical Industries, Japan 
bzw. Polymethylmethacrylat verwendet werden. Die 
erfindungsgemaS verwendete Bodenplatte (2) weist vorzugsweise 
eine geringe Dicke auf, besonders bevorzugt eine Dicke unter 



WO 00/30752 




PCT/EP99/08891 



5 



200 /zm, insbesondere 130 bis 170 /zm, besonders bevorzugt 150 
/zm. Eine moglichst dunne Bodenplatte ist insbesondere dann 
erwiinscht, wenn fur den zu verwendenden Assay stark 
fokussiertes Licht bzw. Objektive mit einer hohen numerischen 
Apertur verwendet werden, wie beispielsweise bei der 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie . Besonders bevorzugt 
sind Bodenplatten, die eine moglichst geringe Rauhigkeit 
aufweisen. Die Abmessungen der Bodenplatte hangen bei 
Verwendung einer Bodenplatte pro Vertiefung von der Anzahl 
der Vertiefungen ab . Bei einer 24er Anordnung kann die GroEe 
ca. 17 mm * 17 mm betragen. Wird nur eine Bodenplatte fur die 
erf indungsgemaSe Mehrgef aEanordnung verwendet, so betragt die 
Grofie der Bodenplatte norma lerweise 75 mm * 115 mm. 

Der als Beschichtung der Bodenplatte (n) der erf indungsgemaSen 
Mehrgef aSanordnung verwendete Film (3) mit zur kovalenten 
Immobilisierung von Molekulen geeigneten f unktionellen 
Gruppen erlaubt eine gezielte Oberf lachenmodif izierung der 
Bodenoberf lache, d.h. der Oberflache, die fur die Analyse 
relevant ist. Hierdurch kann die Empf indlichkeit von 
optischen Messungen uberraschend erhoht werden. 

Die Art des Filmes (3) ist nicht beschrankt, sofern dieser 
geeignete funktionelle Gruppen aufweist, und umfaSt 
beispielsweise Silanfilme, Langmuir-Blodgett-Filme und 
Hydrogel-Filme wie beispielsweise Dextran-Filme . 

Die funktionellen Gruppen an diesem Film sind nicht 
beschrankt und schliessen beispielsweis Hydroxy-, Amino-, 
Aldehyd-, und Carboxy-Gruppen ein. Vorzugsweise liegen diese 
Gruppen geschutzt vor, d.h. daS vor der kovalenten 
Immobilisierung von Molekulen an diese Gruppen eine 
Schutzgruppe abgespalten werden mu£. Geeignete Schutzgruppen 
sind dem Fachmann bekannt . 

Der erf indungsgemafi verwendete Film ist vorzugsweise ein 
Langmuir-Blodgett-Film, insbesondere ein zwei- oder 
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dreidimensional vernetzbarer Langmuir-Blodgett-Film, 
besonders bevorzugt ein Langmuir-Blodgett-Film auf 
Polysaccharide, insbesondere Cellulosebasis . 

Vorteilhaf terweise ist der erf indungsgemafi verwendbare Film 
photochemisch vernetzbar. Die erf indungsgemaE verwendbaren 
Langmuir-Blodgett-Filme weisen den Vorteil auf, da£ sie nach 
Immobilisierung von Rezeptoren eine hohe spezifische 
Adsorption bei geringer unspezif ischer Adsorption aufweise.i, 
lagerstabil sind und eine topologisch sehr definierte 
Oberflache bereitstellen. 

Die bevorzugten Polysaccharid- oder Cellulose-Derivate fur 
den Langmuir-Blodgett-Film weisen vorzugsgwiese einen 
Polymerisationsgrad von tnehr als 5 und sind besonders 
bevorzugt gemischte Celluloseether, die a) mindestens einen 
hydrophoben und b) mindestens einen ein Stickstof f -Atom 
enthaltenden Subst ituenten auf weisen. 

In bevorzugten Ausf uhrungsf ormen weisen die gemischten 
Celluloseether als Substituenten a) eine Trialkylsilyl- und 
als Substituenten b) eine Aminoalkylgruppe auf , wobei der 
Alkylrest insbesondere im Substituenten a) 1 oder 2 C-Atome 
und im Substituenten b) 2 bis 8 C-Atome hat. Zusatzlich kann 
das Polysaccharidderivat noch c) mindestens einen weiteren 
Substituenten enthalten, der eine photochemisch, radikalisch 
oder thermisch vernetzbare Gruppe tragt. 

Unter den bevorzugten gemischten Celluloseethern sind 
vorwiegend solche Verbindungen zu verstehen, bei denen 
einzelne der OH-Gruppen des Cellulosegrundgerus tes am H durch 
organische oder Organosilylgruppen ersetzt sind, d.h. das 
direkt dem O benachbarte Atom ein C oder Si ist . Dariiber 
hinaus konnen unter dieser Bezeichnung aber auch noch 
Derivate verstanden werden, die zusatzlich weitere 
Substituenten (insbesondere am O der OH-Gruppe) tragen, 
beispielsweise ist der Substituent c) ein solcher. In den 
konkreten Molekulen (siehe dazu Lothar Brandt in Ullmann's 
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Encyclopedia of Industrial Chemistry, Vol. A5, 2. Auflage, 
Stichwort "Cellulose Ethers", S. 461 f f . ) mu£ hicht jede 
einzelne Molekiileinheit (Anhydroglucose-Einheit ) im 
Celluloseethermolekul an einer oder mehreren OH-Gruppen 
substituert sein, sondern die Verbindungsbezeichnung bezieht 
sich auf die Gesamtheit der Molekule bzw. Molekuleinheiten, 
stellt also eine Mittelwertbezeichnung dar; im allgemeinen 
sind maximal 3 OH-Gruppen pro Molekiileinheit substituierbar . 
Zur Herstellung bzw. zum Verhalten von die Substituenten a) 
oder c) (jedoch nicht b) ) enthaltenden Cellulosederivaten 
wird auf Frank Loscher et al . , Proc.SPIE Vol. 2928, 1996, 
S.209 bis 219 und auf Dieter Klemm et al . , Z. Chem. , 24. Jg. 
(1984), Heft 2, S. 62 in " 4 -Dimethylamino-pyridin- 
katalysierte Synthese von Celluloseestern uber organlosliche 
Synthese von Celluloseestern uber organolosliche 
Trimethylcellulose" verwiesen. 

Zur Beschichtung der Bodenplatte wird mindestens eine 
monomolekulare Schicht, vorzugsweise 2 bis 10 monomolekulare 
Schichten des Polysaccharidderivates auf die Bodenplatte 
aufgebracht, wobei dieses als Substituenten a) bevorzugt 
einen hydrophoben Substituenten mit Alkyl-, Alkenyl-, Aryl-, 
Alkylsilyl-, Alkensilyl- und/oder Arylsilyl-Resten, aber auch 
andere Substituenten, die den Ubertrag auf Oberflachen mit 
der Langmuir-Blodgett- (LB) und/oder Langmuir-Blodgett - 
Schaf er- (LBS) -Technik ermoglichen, aufweist. 

Die Aufbringung dieser Schicht kann durch Inkubation in 
einer Losung, durch einen Self -Assembly- (SA) -ProzeS oder 
vorzugsweise mit der Langmuir-Blodgett- oder Langmuir- 
Blodgett-Schaf er-Technik erfolgen. Die Polysaccharidderivate 
sind geeignet, sowohl auf hydrophilen wie auf hydrophoben 
Oberflachen zu haften. Somit kann diese Subs tanzklasse als 
oberf lachenmodif izierender Film aufgetragen und verwendet 
werden . 
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Eine zusatzliche Stabilisierung erfahren diese Schichten, 
wenn photopolymerisierbare Oder thermisch polymerisierbare 
Gruppen in das/die Molekiil (e) eingebaut werden, z.B. 
Cinnamoylgruppen, aber auch alle anderen in der Chemie 
bekannten Gruppen, da diese durch die Polymerisation vor, 
wahrend und nach der Ubertragung die Schicht vernetzend 
stabilisieren . 



Hierbei konnen die polymerisierbaren Gruppen entweder am 
obengenannten Polysaccharidderivat angebracht sein oder aber 
in Form eines weiteren Molekuls, das vermischt mit dem 
Polysaccharidderivat auf oder in die Schicht aufgebracht 
wird, vorliegen. Die Polymerisation kann innerhalb einer 
Monolage stattfinden; sind jedoch mehrere Monolagen 
ubereinander vorhanden, kann die Polymerisation auch zwischen 
Molekulen der einzelnen Schichten stattfinden. 

Die erf indungsgemaBe Mehrgef afianordnung kann wie folgt 
hergestellt werden. 

Die Bodenplatte wird mit dem Film beschichtet, beispielsweise 
mit dem oben beschriebenen Langmuir-Blodgett-Film. Eine 
vorgeformte Gef afiwandmatrix, beispielsweise eine durch 
SpritzguS von Polystyrol hergestellte Gef aSwandmatrix, wird 
in einem getrennten Arbeitsgang zunachst gereinigt, 
beispielsweise durch Ultraschallbehandlung . AnschlieGend wird 
die Gefafcwandmatrix vorzugsweise in eine Losung enthaltend 
eine Substanz, die die Adsorption von Analyten wie Protein 
bzw. DNA an der Wand der Gef aSwandmatrix herabsetzt, wie 
beispielsweise in das Rinderserumalbumin, getaucht . 
Anschliefiend er folgt eine Trocknung der Gef aSwandmatrix . 

An den Kanten der Gef aSwandmatrix , die die Kontaktf lache mit 
der aufzubringenden Bodenplatte bilden sollen, wird dann ein 
Kleber, beispielsweise mit Hilfe einer Rolle, angebracht, 
beispielsweise ein Silikonkautschukkleber , ein 
Epoxidharzklebstoff oder ein Acrylatkleber (z.B. Loctite) . 
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Besonders bevorzugt sind lichtaktivierbare 

Einkomponentenkleber . Die so vorbehandelte Gef afiwandmatrix 
wird vorsichtig auf die mit dem Langmuir-Blodgett-Film 
beschichtete Bodenplatte gedruckt . Alternativ kann der Kleber 
auch direkt auf die Bodenplatte mit Hilfe der 

Siebdrucktechnik in einem Muster aufgetragen werden, welches 
der Kontaktf lache mit der Gef aSwandmatrix entspricht. So wird 
die erf indungsgemaSe Mehrgef aSanordnung erhalten. Die 
aufgeklebte Bodenplatte weist vorzugsweise nur einen 
minimalen Niveauunterschied von ca . 1 mm zur auSeren Kante 
des Kunststof f korpers auf. Somit wird gewahrleistet , daS 
samtliche Vertiefungen der erf indungsgemaSen 
Mehrgef afianordnung optisch von der Bodenseite vermessen 
werden konnen und es zu keiner sterischen Behinderung der 
Meftoptik durch den Rand der Gef afiwandmatrix kommt . 

Nach erfolgter Herstellung der erf indungsgemaSen 
Mehrgef aSanordnung wird die Oberflache vorzugsweise mit einem 
Deckel und/oder einer Folie geschutzt. Der Deckel ist 
vorzugsweise so konstruiert, daS er auf der Oberseite einer 
erf indungsgema£en Mehrgef aSanordnung zwangspositioniert ist. 
Desweiteren ermoglicht er auch das zwangspositionierte 
Stapeln der Mehrgef aSanordnungen . Die GroSe des Deckels 
betragt vorzugsweise etwa 86 mm* 12 8mm* 8mm. Die Verwendung 
einer Folie weist den Vorteil auf, daS die Oberflache der 
Bodenplatte auch dann geschutzt bleibt, wenn beispielsweise 
in eine Vertiefung mittels einer Spritze mit Nadel, die durch 
die Folie hindurchgestochen wird, Fliissigkeit eingegeben 
wird. 

An den Boden einer erf indungsgemaEen Mehrgef aSanordnung 
konnen dann fur die Durchfuhrung von optischen Assays 
Molekiile kovalent angekoppelt werden, die abhangig von der 
Art des Analyseverf ahrens bzw . Assays die 

Oberf lacheneigenschaf ten bestimmen. Hierbei ist zwischen 
homogenen und heterogenen Assays zu unterscheiden , d.h. 
Assays, bei denen der Analyt in Losung vorliegt, und Assays, 
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bei denen der Analyt, wie z.B. ein Rezeptor oder Ligand, an 
einem an einer Oberflache befindlichen Liganden oder Rezeptor 
bindet . Zu den homogenen Assays, bei denen die 
erfindungsgemaSe Mehrgef afianordnung besonders vorteilhaft zu 
verwenden ist, gehoren die Fluoreszenzkorrelations-Assays, 
Fluoreszenzpolari sat ions -Immunosorbent -As say und Forster- 
Energietransf er-Assays . Zu den heterogenen Assays, bei denen 
die erf indungsgemaSe Mehrgef aSanordnung besonders vorteilhaft 
zu verwenden ist, gehoren alle optischen Assays, bei denen 
eine Auf konzentrierung des Analyten an der Bodenoberf lache 
vorteilhaft ist, wie z.B. Evaneszenzassays oder Assays, bei 
denen zur Anregung von Fluoreszenz mit einem stark 
fokussierten Laserstrahl die Oberflache abgerastert wird. 

Abhangig von der Art des Assays wird die Oberf lachenf ilm auf 
der Bodenplatte mit Molekulen derivatisiert . Wahrend bei 
homogenen Assays durch die Immobilisierung von Molekulen auf 
eine moglichst geringe Adsorption des Analyten abgezielt 
wird, urn so eine hohe Beweglichkeit des Analyten an der 
Oberflache sicherzustellen, wird bei heterogenen Assays auf 
die Immobilisierung des Analyten abgezielt. Bei homogenen 
Assays wird daher der Film vorzugsweise mit beispielsweise 
Rinderserumalbumin, Oligoethylenoxidketten-haltigen 
Substanzen, fluorierten Kohlenwasserstof f en oder 
Polysacchariden wie Cellulose- oder Dextran-Derivaten 
modifiziert. Bei heterogenen Assays werden hingegen an den 
Film Substanzen gekoppelt, die den Analyten zu binden 
vermogen. Abhangig von der Art des Analyten weiS der 
Fachmann, wie geeignete Substanzen auszuwahlen sind, die den 
Analyten zu binden vermogen, beispielsweise, DNA, Proteine 
wie z.B. Antikorper oder Peptide. 

Eine kovalente Immobilisierung der Molekule kann direkt an 
die reaktiven Gruppen des Oberf lachenf ilms oder nach 
vorheriger Abspaltung von Schutzgruppen erfolgen. Im Falle 
der oben beschriebenen Langmuir-Blodgett- Filme eignen sich 
beispielsweise zur direkten Ankopplung von Molekulen die 
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vorhandenen Aminoalkylgruppen. Die Aminoalkylgruppen dienen 
als nukleophiles Agens und bilden kovalente Bindungen mit 
elektrophile Gruppen tragenden Molekulen . Andererseits 
konnen, sofern die Filme Silylgruppen, z.B. Trialkyl-, 
Triaryl- oder Trialkenylsilylgruppen, aufweisen, die 
Oberf lacheneigenschaf ten in der Weise verandert werden, daS 
die Silylgruppen nach der Beschichtung abgespalten werden, so 
daS Hydroxygruppen verbleiben. Dies kann z.B. durch die 
Einwirkung von Saure erreicht werden. Diese Hydroxygruppen 
konnen dann als funktionelle Gruppen fur die kovalente 
Immobilisierung dienen . 

Nach der Immobilisierung der Molekvile konnen die Assays in 
dem Fachmann gelaufiger Art und Weise durchgefiihrt werden. 
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Vergleichsversuche 

1 . Beispiel 1 



(a) Eine Glasplatte wurde mit einer Schicht Aminoalkyl- 
trimethylsilyl-ethercellulose (ATMSC) und anschlieSend 
mit einer Schicht Cinnamoyltrimethylsilyl-ethercellulose 
(CTMSC) beschichtet. Bezuglich der Details des 
Beschichtungsverfahrens wird auf "ultrathin cellulose 
based layers for detection of single antigen molecules, 
Advanced _ Materials 1998, 10, Nr. 13" verwiesen. 
Anschliefcend wurde liber eine Lemieux- Oxidation 
Streptavidin an die Cellulose-Oberf lache gekoppelt 
(siehe beigefugte Publikation) . 

(b) Parallel hierzu wurde ein Kunststof f rahmen, d.h. die 
Gef aSwandmatrix, l Stunde lang bei Raumtemperatur mit 
0 , 2 mg/ml Rinderserum-Albutnin inkubiert . 

(c) AnschlieEend wurde der Kunststof f rahmen an die 
Cellulose-rnodif izierte Glasplatte geklebt . 

(d) Zur Messung wurden dann 0,08 ml 10" 10 M Biotin-CY5- 
Konjugat, synthetisiert an der Universitat Regensburg, 
in die Vertiefungen der Mehrgef afianordnung einpipettiert 
und hierin 1 Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. 
Im AnschluE wurde zweimal mit Phosphatpuf f er (PBS) 
gewaschen, und die Bindung des Biotin-CY5-Konjugats an 
der Oberflache wurde f luoreszenzspektroskopisch durch 
konfokale Fluoreszenzspektroskopie mit einem LB8®- 
Counter (MMI GmbH, Heidelberg) gemessen. Es wurden 10 
Linien mit je 0,5 mm und 2.000 Messpunkten pro Linie 
gemessen. Die Messzeit pro Punkt betrug 0,5 msec. 300 
counts wurden als ein Event gewertet . Die Messung wurde 
zweimal durchgef uhrt . 
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(e) Es wurden Werte von 43.892 Events bzw . 46.253 Events 
erhaiten . 

2 . Beispiel 2 

Die Mehrgef afianordnung wurde wie in dem Beispiel 1 
hergestellt, nur dass der Kunststof f rahmen nicht mit 0,2 
mg/ml Rinderserum- Albumin inkubiert wurde, sondern mit 0,1 
mg/ml S treptavidin . Auch die nachfolgende Messung wurde wie 
in dem erf indungsgemaSen Beispiel durchgef uhrt , nur dass 
Werte von 1.663 Events bzw. 2.170 Events erhaiten wurden. 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Mehrgef aEanordnung, umfassend eine Gef aEwandmatrix (1) 
mit durchgehenden Vertiefungen und eine oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) (2), dadurch 
gekennzeichnet, daE ausschlieElich die Bodenplatte (n) mit 
einem Film (3) mit zur kovalenten Immobilisierung von 
Molekulen geeigneten f unktionellen Gruppen beschichtet ist 
(sind) . 

2. Mehrgef aEanordnung gemaE Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daE die Gef aEwandmatrix (1) aus Kunststoff 
besteht . 

3 . MehrgefaSanordnung gemaE einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daE die Gef aEwandmatrix 
(1) aus einem lichtundurchlassigen Material besteht. 

4 . Mehrgef aEanordnung gemaE einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daE die Bodenplatte (n) (2) 
aus Quarzglas besteht (bestehen) . 

5 . Mehrgef aSanordnung gemaE einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daE der Film (3) ein 
Langmuir-Blodgett-Film ist. 

6 . Mehrgef aEanordnung gemaE Anspruch 5 , dadurch 
gekennzeichnet, daE der Langmuir-Blodgett-Film ein Langmuir- 
Blodgett-Film auf Cellulose-Basis ist. 

7. Mehrgef aEanordnung gemaE einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daE die Bodenplatte (n) (2) 
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mit Hilfe eines Klebers an der Gef afiwandmatrix angebracht ist 
(sind) . 

8. MehrgefaSanordnung gemaE, Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, da£ der Kleber ein mit Licht hartbarer Kleber 
ist . 

9. Mehrgef afianordnung umfassend eine GefaEwandmatrix mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine Oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) , die dadurch 
gekennzeichnet ist, da£ ausschlieSlich die Bodenplatte (n) mit 
einem Film beschichtet ist (sind) , der mit Rezeptormolekulen 
derivatisiert ist . 

10. Mehrgef aSanordnung umfassend eine GefaSwandmatrix mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine Oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) , die dadurch 
gekennzeichnet ist, da£ ausschlieElich die Bodenplatte (n) mit 
einem Film beschichtet ist (sind) , der mit Molekulen 
derivatisiert ist, die eine geringe unspezif ische 
Proteinadsorption aufweisen. 

11. Verwendung einer Mehrgef afcanordnung gemaS einem der 
vorhergehenden Anspruche fur optische Analyseverf ahren . 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[beim Internationalen Buro am 3. April 2000 (03.04.00) eingegangen; 
urspriingliche Anspriiche 1,5,6 und 10 geanderte; neuer Anspriich 12 hinzugefligt; alle 
weiteren Anspriiche unverandert (3 Seiten)] 

1. Mehrgef aEanordnung, umfassend eine GefaSwandmatrix (1) 
mit durchgehenden Vertiefungen und eine Oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) (2), dadurch 
gekennzeichnet, dass ausschliefilich die Bodenplatte (n) mit 
mindestens einer monomolekularen Schicht eines 

Polysaccharidderivates (3) mit zur kovalenten Immobilisierung 
von Molekulen geeigneten f unkt ionellen Gruppen beschichtet 
ist (sind) . 

2. Mehrgef afianordnung gemafi Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Gefafiwandmatrix (1) aus Kunststoff 
besteht . 

3 . Mehrgef aSanordnung gemaS einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die GefaSwandmatrix 

(1) aus einem lichtundurchlassigen Material besteht. 

4 . Mehrgef afianordnung gemafi einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Bodenplatte (n) 

(2) aus Quarzglas besteht (bestehen) . 

5 . Mehrgef afianordnung gemafi einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine 
monomolekulare Schicht eines Polysaccharidderivates (3) durch 
einen Self -Assembly-Prozess oder durch die Langmuir-Blodgett - 
Technik auf gebracht wurde . 

6 . Mehrgef afianordnung gemafi einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine 
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monomblekulare Schicht eines Polysaccharidderivates (3) ein 
Langmuir-Blodgett-Film auf Cellulose-Basis 1st. 

7. Mehrgef aSanordnung gemaS einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Bodenplatte (n) 

(2) mit Hilfe eines Klebers an der GefaSwandmatrix angebracht 
ist (sind) . 

8. Mehrgef aSanordnung gemaS Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet , dass der Kleber ein mit Licht hartbarer 
Kleber ist . 

9. Mehrgef aSanordnung umfassend eine Gef aSwandmatrix mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) , die dadurch 
gekennzeichnet ist, dass ausschlieSlich die Bodenplatte (n) 
mit einem Film beschichtet ist (sind) , der mit 
Rezeptormolekiileh derivatisiert ist. 

10 . Mehrgef aSanordnung umfassend eine Gef aSwandmatrix mit 
durchgehenden Vertiefungen und eine oder mehrere daran 
angebrachte optisch transparente Bodenplatte (n) , die dadurch 
gekennzeichnet ist, dass ausschlieSlich die Bodenplatte (n) 
mit einem Film beschichtet ist (sind) , der 
Rinderserumalbumin, Ol igoe thy lenoxidket ten -halt ige 
Substanzen, fluorierte Kohlenwasserstof f e oder Polysaccharide 
umf asst . 

11. Verwendung einer Mehrgef aSanordnung gemaS einem der 
vorhergehenden Anspriiche fur optische Analyseverf ahren . 

12. Verf ahren zur Herstellung einer Mehrgef aSanordnung gemaS 
einer der Anspriiche 1 bis 8, umfassend die folgenden 
Schritte: 
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a) Aufbringen mindestens einer monomolekularen 
Schicht eines Polysaccharidderivates auf die 
Bodenplatte (n) ; 

b) Auftragen eines Klebers auf die Kanten der 
GefaBwandmatrix, die die Kontaktf lache mit der 
auf zubringenden Bodenplatte bilden sollen; 

c) Driicken der so behandelten Gef aSwandmatrix an die 
beschichtete Bodenplatte (n) . 
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it ® <Z> » (C . #«>x;i/fcL<tt?x «Atf4iXtt9|ffl^iAt 
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h#ttJ8S4xT*>«fcV*. *JSlfllCj:»J«fflSnS*hA^l/ - h (2) li , # * 
l/<tti***SiH, #Cfftl<tt2 0 0 /tm*iffif SCI 3 0~ 
1 7 0 Mm, «ftCjf*L<«:l 50Mm©^$T'fe-l> o t'f Sfc'WIt^h^^ 
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[0010] 

£3-<D &m ffi -£t& X- © H [felt »c ft U W 18 « & M b T £ , # #)! t£ (c <fc & v 
f >>xji/7t >yj©^ hA^ ^ - hffifigi: lTtl$ft57^;bA (3) ti 
, dfr-A^I®, flP # *r K W it Lt^5^ffi©HIct -SfSM^ttS: ^fBlc-fa 

[0011] 

7 -f ibA ( 3 ) © S m It M PI $ ft S 05 T* ti & < X , ^ (DM Lfc-gttg&^L, 
O #| Z_ i/ 5 > 7 4 ;b A > 7>?'5a7-7'Dyi7 hlStft \? U Jl/ 7 J 
;u A , #9 X. tf -5 s * * h 5 > -7 ;i/ A & ^ „ 
[0012] 

^©7-<;UA(7)WtgSli, IWRS-ftS *©TMi* < . froflJAtf, tFD^J/ 
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(8) ^pp*2 0 0 2-5 3 0 6 6 1 
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[0013] 

^L<«#H^-x, ^{c-t2;i/n-^^-7.©^>^^^T-^ayi<v hit- 
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[0014] 

$f*L<«5&±HI§«-^S&t>'^lC«F*L<«, a) < h t) 1 offl»*tt 

[0015] 

JSSi. T)V*Jl,m\Z. #tC, ffi&Sa) * 1 X It 2 f@© C fi^ltfgil b ) * 

i:2~8ioci?^tt5 0 tfflnfttc, c) %\t¥W. 

[0016] 

it © h © - » # , ^ * x ti * ;i/ 3tf y 2/ u ;ns « » s *i t ^ s , bp t> fi & o tc r 
u ^ L/ , ft in » izmommm & (#i:oHi©oo ^^s^^^T-t^s 

(Lothar Brandt in Ullmann's Enyclopedia of Industrial Chemistry, Volume. 
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t^D-Xi-r;^ft)j©#d & ( 7 > t KD y A* n - X # & ) # 1 o « 
±©OH.lt«it$nt^l>^Sti^<T 1 fl; © 2, *M* . # ^ 3Ui # ^- # & 
©£*Mcg|&l,Ti3>.K BPt>¥^ffl©^^S^LTfe*J ; -®*C#^#&1<S;& 
feU 31«T0OHS^llpr|gT'fe§„ ilia) X c ) (l*U) T'tt 
&^"t^)-fe;i/n -*3i$*#©a8iiXtta*ttfCBBLT »*, Frank Loescherfffi 
, Proc.SPIE Vol. 2928, 1996, ^ 209~ 219H R t>* Dieter Klemmflfi , Z.Chem. f2 
4JSS(1984), No. 2, 062H , " 4-d i me t hy 1 am i no-py rid i n-ka ta 1 y s i er te Synthese 

von Cel lulosees tern ueber organoloes 1 i che Synthese von Cel lu losees tern 
ueber organoloes 1 iche Trimethylcel lulose" ifi # M c5 tl & „ 
[0017] 

, # & l < & 2 ^ i o me>wfr*m&# b u - b -t © is , 

itv^ti, ems a) fcL-T#*'L<tt7;i/*/i/, r;i/>7--;i/, 7U-;i>, 

:/ a s; x v h - i/ x - ? 7 - (lbs) &ffi-e<Dmffi^<D&m*:~5iMiz-? zm<z> 
ilitlts. 

[00 18] 

Z © m © V& & it > gicpT-ffl-f^^fa^-i/aXCtoT, SB7t>yj ( 

sa) Si; iotXtt^l L<«7>^^7-^ayi7 

m#\t. «7Kttftaf**tt©*iif^©tt*ffciaLTv^*. a-nr t*. ©*st* 

[0019] 

i*i ybmnr^mxtemm&^mtem. « a. « > ^ >f jvm. l& 
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* « W tc «fc s V ;b ^ 9 x ;b 7 -fe > ^ U tt , &<7><fco(cbT5^£*i-5'£#T- 

£ 6 . 

[ 0 0 2 2 ] 

Tfs b A y 1/ - h 7 )V A T», 09* 15 IB© -5 y V X ^ 7 - Zfu V x <y bB 

(C M * M W & 3 ic J: 'J Sf tfHt £ *i £ . r © & tc, ^ t -;i/7 i/^ (i 
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[ 0 0 2 3 ] 
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[ 0 0 2 4 ] 
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